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巻頭言
富山大学大学院教育部部長・医学部長　足立　雄一
　医師になることを夢見て入学してきた医学生にとって，基礎研究をすることはどう見えるのでしょうか？
学生さんに聞いてみると，「基礎研究は医学の発展に重要なのはわかる」と一定の理解を示してくれますが，
「夢は臨床医として地域医療に貢献することだから，自分が基礎研究をやる必要はないと思う」，「学部の勉
強だけでも大変なのに，難しいことは自分には無理だと思う」，「将来，基礎研究者になってもお金が稼げな
い」など色々な意見が出てきます。それぞれの気持ちはよくわかりますが，医師になる上で基礎研究をする
ことは本当に無駄なのでしょうか？
　本学の研究医養成プログラムは平成26年に始まり，平成30年度には 9 名が修了されました。研究内容を拝
見すると，ヒトや動物，あるいはそれらの細胞を対象としたきめ細やかな研究がなされていることがわかり
ます。今更言うまでもないことですが，研究を始めるには，どうしてこの研究をしようと考えたのか（背
景），どのようなことを知りたくて始めたのか（目的），目的を達成するためにはどのような研究をすれば良
いのか（方法）を明らにする必要があります。そして，得られたデータを解析し（結果），その意義を過去
の論文などを参考にして明確化し（考案），今後の研究の方向性について考える，という論理的な流れによっ
て研究が完遂します。途中に何度か大きな困難があったと思いますが，それを乗り越えて新たな知見を得た
時の喜びは忘れない思い出になったことでしょう。また，本プログラムを通して論理的な思考ができるよう
になったことにも気づいているかもしれません。これらは，将来において基礎研究者のみならず臨床医に
とっても，とても大きな財産になると思います。
　修了生の皆さんは，講義や実習そして部活などで忙しかったと思いますが，上手に時間管理をして素晴ら
しいゴールに辿り着かれたことに敬意を表します。そして，彼らをしっかりとサポートし，最後までお導き
いただいた主任教授の先生方と教室スタッフの皆様に心から感謝申し上げます。本プログラムを通して多く
のことを学んだ修了生が，今後さらに大きく飛躍されることを期待しています。
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12歳未満の小児におけるリネゾリドに対するTDMの検討
兼田　磨熙杜　感染予防医学講座（指導：山本　善裕教授）
［はじめに］
　抗MRSA（メチシリン耐性黄色ブドウ球菌）薬の
一つであるオキサゾリジノン系抗菌薬のリネゾリド
（LZD）は成人の場合，体重や腎機能の程度に関わ
らず600 mgを12時間おきに投与する事となってい
る。またTherapeutic drug monitoring （TDM）も
必要とされておらず，使用しやすい薬剤とされてい
る。しかし，臨床の現場ではLZDの副作用による投
与中止例が多く，長期間投与が困難である。添付文
書にも投与期間が14日を超えると副作用が出やすい
と記載されている。成人では，副作用である血小板
減少とLZD血中濃度の関係を明らかにするために
TDMの検討が行われている。一方，12歳未満の小
児に対しては 1 日に10 mg/kg× 3 回投与すること
になっているが，小児に対するTDMの検討はいま
だ 少 ない。そこで 今 回12歳 未 満 の 小 児 に 対 する
TDMの検討を行った。
［材料および方法］
Ⅰ． LZD 10 mg/kgを 8 時間おきに投与することと
なった患者の親から文書にて同意を得て，早朝
採取された血液の残余検体を利用し，LZDの血
中濃度の測定を行った。LZDは血小板減少の副
作用が問題となるため，血小板の推移について
もLZDのトラフ値と共に観察した。
Ⅱ． LZDの測定方法は血液検体をアセトニトリルで
除蛋白し，遠心分離した上清を高速クロマトグ
ラフィー（HPLC）絶対検量線法にて測定した。
また，LZDはアルブミンと結合しているため，
血液検体に余裕がある場合は遊離型濃度を測定
する目的で限外濾過を行い同様に測定した。
［結果］
　小児のLZD投与例でTDMを施行し得た症例は 4
症例であった。 1 症例においては，採取された検体
が微量であったため遊離型の血中LZD濃度を測定
することができなかった。投与期間中のLZD濃度の
測定結果と血小板（Plt）数の推移及び投与期間に
ついては以下の通りである。
症例 1
総濃度　0.5-2.5 μg/mL，遊離型濃度　検体微量，
投 与 前Plt数　37.3 万/mL，投 与 後Plt数　24.7 万/
mL，投与期間　55 day
症例 2
総濃度　7.0-14.0 μg/mL，遊離型濃度　5.9-10.2，
投 与 前Plt数　33.0 万/mL，投 与 後Plt数　12.4 万/
mL，投与期間　62 day
症例 3
総濃度　5.7-8.3 μg/mL，遊離型濃度　5.4-6.3，投
与 前Plt数　1.9万/mL，投 与 後Plt数　14.1万/mL，
投与期間　29 day
症例 4
総濃度　4.9-9.8 μg/mL，遊離型濃度　3.8-8.5，投
与前Plt数　36.1万/mL，投与後Plt数　27.7万/mL，
投与期間　59 day
［考察］
　LZDの血中濃度は成人の場合，トラフ値として
2 - 7 または3.6-8.2μg/mLを推奨する報告がある。
今回の症例においても概ね推奨されている濃度の範
囲内で推移しており，良好な治療効果を得ることが
出来た事からも，適切な用法及び用量で投与されて
いると考えられた。成人においては，推奨濃度を超
えると血小板減少のリスクが増加するとの報告があ
る。今回，推奨濃度を大幅に超えた症例が 1 例認め
られた。その症例では血小板減少の程度が強かった
ことからLZDの血中濃度の上昇は小児においても
血小板減少のリスクを増加させるのではないかと考
えられた。
　成人におけるLZDの長期投与（15日以上）では血
小板減少の副作用によりLZD投与中止となる症例
が多い。しかし，今回TDMを行った症例では長期
投 与（29-62 day）がなされているにも 関 わらず 中
止には致らなかった。このことから，小児の用法用
量では血小板減少の副作用の発現が緩やかである可
能性が示唆された。副作用が緩やかであった理由と
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しては投与方法が体重あたりであること，成人と比
べクリアランスが増加していることが考えられる。
　成人の場合，用法用量は腎機能や体重に関わらず
1200 mg/dayとされているが，体重あたりの投与量
が増加するに従い，血小板減少の副作用が増加した
との報告があるため，腎機能を考慮した上で，小児
と同様体重あたりの投与量が適切であると考えられ
た。
［成果公表］
1 ． 兼田磨熙杜．12歳未満の小児におけるリネゾリ
ドに 対 するTDMの 検 討．MRSAフォーラム
2017．2017,7,15，京王プラザホテル新宿（東京
都）
2 ． 兼田磨熙杜．12歳未満の小児におけるリネゾリ
ドに対するTDMの検討．第72回富山県医学会．
2018,1,28，　富山県医師会館（富山県）
PD-1+CD137+，PD-1−CD137−の腫瘍浸潤T細胞のレパートリー解析
髙橋　祐亮　免疫学講座（指導：岸　裕幸准教授）
［はじめに］
　PD- 1 及 びCD137 を 発 現 する 腫 瘍 浸 潤T細 胞
（TIL）は腫瘍細胞を殺傷する能力があると報告さ
れてきた。 免 疫 学 講 座 の 先 行 研 究 において，
B16F10メラノーマ細胞を移植したC57BL/ 6 マウス
のCD8+ TILにおけるT細 胞 受 容 体（TCR）レパー
トリーを単一T細胞レベルで解析した結果，同一
TCRαとβのペアの発現するclonalに増殖したT細胞
が認められた。その現象はPD-1+CD137+の細胞群で
頻 繁 に 見 られたが，PD-1－CD137－ の 群 では 稀 で
あった。この結果をもとに，本研究では種々のがん
患者のTILにおけるTCRのレパートリー解析を行っ
た。
［材料および方法］
　乳癌患者10名，甲状腺癌患者 3 名，大腸癌患者 2
名の手術により切除された検体より，PD-1+CD137+
およびPD-1－CD137 － CD8+のTILを，セルソーター
を用いてsingle-cell sortingした。次に，単一T細胞
か らRT-PCRに よ りTCRαとTCRβのcDNAを 増 幅
し，サンガー法により増幅したcDNAの塩基配列を
解 析 した。得 られた 塩 基 配 列 をIMGT （http://
www.imgt.org） のIMGT/V-QUESTに て 解 析 し
TCRのレパートリーを決定した。
［結果］
　PD-1+CD137+ のTILについては，乳 癌 では696個
のTILのうち277個の細胞（39.8%）がclonalに増殖
し，TCRレパートリー数 は88であった。甲 状 腺 癌
では200 個 のTILのうち82 個 の 細 胞（41.0%） が
clonalに増殖し，レパートリー数は24であった。大
腸癌では163個の細胞のうち54個の細胞（33.1%）が
clonalに増殖し，レパートリー数は23であった。
　PD-1－CD137－のTILでは，乳癌では457個の細胞
のうち54個の細胞（11.8%）がclonalに増殖し，レ
パートリー数は14であった。甲状腺癌では175個の
細胞のうち 5 個の細胞（2.9%）がclonalに増殖し，
レパートリー数は 2 であった。大腸癌では149個の
細胞のうち72個の細胞（48.3%）がclonalに増殖し，
レパートリー数は22であった。
［考察］
　先 行 研 究 の 担 癌 マウスの 研 究 結 果 から，PD-
1+CD137+のTILではclonalに増殖したT細胞の割合
が高く，PD-1－CD137－のTILではその割合が低くな
ると予想された。乳癌および甲状腺癌では予想通り
の結果となったが，大腸癌においてはPD-1－CD137－
のTILにおいてもT細胞のclonalな増殖がみられた。
　TILにおけるPD-1とCD137の発現はTILが抗原に
より活性化したことを示唆し，無発現は活性化して
いないと捉えることができる。この考えを念頭に置
くと大腸癌においてPD-1－CD137－のTILがclonalに
増殖した事実が理解出来ない。この事実を理解する
ためにclonalに増殖したPD-1－CD137－のTIL由来の
TCRが腫瘍細胞に対して特異性を持つか検討する
必要がある。
［成果公表］
　髙橋祐亮，長田拓哉，祐川健太，浜名　洋，岸　
裕幸．PD-1+CD137+，PD-1－CD137－腫瘍浸潤T細胞
のレパートリー解析．第46回　日本免疫学会学術集
会　2017，12，12-14，仙台
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大腸がんにおける亜鉛トランスポーター ZIP 7 の役割
山峯　直樹　分子医科薬理学講座（指導：服部　裕一教授）
［はじめに］
　亜鉛トランスポーターは，生体内の亜鉛の分布や
移動を制御する膜局在型のタンパク質であり，亜鉛
の輸送を介して種々の生理機能の調節を担ってい
る。加えて，この亜鉛トランスポーターの機能の異
常は免疫疾患や内分泌疾患をはじめとした様々な病
態と関わることが示されつつある。亜鉛トランス
ポーターは亜鉛を輸送する方向によりZIPとZnTの
二つのファミリーに分類され，細胞質へ亜鉛を輸送
するZIPファミリーの一つであるZIP 7 は小胞体局
在型の亜鉛トランスポーターである。最近，ZIP 7
の腸管上皮細胞の増殖と幹細胞維持における重要な
役 割 が 明 ら か と さ れ た（Ohashi et al, PLOS 
Genetics, 2016）。しかしながら，消化管病態におけ
るZIP 7 の役割については分かっていない。そこで，
本研究では大腸がんにおけるZIP 7 の役割について
の解析を行った。
［材料および方法］
細胞株
ヒト由来大腸腺癌株であるHT29, SW480, HCT116
細胞株を用いた。
1 ．siRNAまたはshRNA導入
　 H C T 1 1 6 細 胞 及 び S W 4 8 0 細 胞 へ は ，
lipofectamineRNAiMAX試薬を用いてコントロール
siRNAまたはZIP 7  siRNAを導入した。HT29細胞
へのshRNAの導入はレンチウイルス法により行っ
た。
2 ．細胞増殖能の評価
　siRNA導入後，各細胞を一定数播種し，経時的な
細胞数計測，またはクリスタルバイオレットによる
生細胞染色を行った。
3 ．コロニー形成能の解析
　 1 ×103個の細胞を 6  well plateに播種し，コント
ロールまたはZIP 7  siRNAを導入し， 6 日間培養の
後，マイルドホルムによる固定を行い，クリスタル
バイオレットにて染色し，乾燥後，形成された全コ
ロニー数を計測した。
Xenograft法によるin vivo腫瘍形成能の解析
　HCT116または，HT29細 胞 に，コントロールま
たはZIP 7 のshRNAを導入後， 1 ×106個の細胞を
免疫不全マウス（BALB/c nude mice）の背中皮下
に移入した。ノギスによる腫瘍の長軸と短軸の計測
を行い，腫瘍体積を算出した。移植後15日に，腫瘍
を摘出し重量の計測を行った。
［結果］
1 ．ZIP 7 ノックダウンの細胞増殖への効果
　HCT116, SW480, HT29のいずれの 細 胞 株 におい
ても，コントロール細胞では時間の経過とともに細
胞数が増加し細胞増殖を認めた一方で，ZIP 7 -KD
群では細胞数の増加は認めずむしろ時間の経過と共
に細胞数が減少していくことが分かった。細胞の増
殖能はZIP 7 -KD群で有意に低下することが分かっ
た。
2 ．Colonyformation assay
　すべての細胞株において，コントロール細胞では
コロニーの 形 成，拡 大 が 認 められたのに 対 し，
ZIP 7 -KD細胞ではコロニー形成数が低下し，コロ
ニーの拡大も低下していた。コロニーの形成能は
ZIP 7 -KD群で有意に低下することが分かった。
3 ．Xenograft assay
　ZIP 7 -KD細 胞 のnude mouseへの 移 植 によりin 
vivo腫瘍形成におけるZIP 7 の役割を腫瘍径の経時
的変化と，腫瘍摘出後の腫瘍重量により評価した。
コントロール腫瘍では時間の経過とともに腫瘍拡大
が見られたのに比べ，ZIP 7 -KD腫瘍は腫瘍径の経
時的な拡大がコントロール腫瘍と比較して有意に低
下していた。摘出後の腫瘍重量の比較を行った結果
ZIP 7 -KD腫瘍の腫瘍重量はコントロール腫瘍と比
較して有意に軽量であった。以上の結果よりin vivo
においてもZIP 7 -KD群で腫瘍の増殖を有意に抑制
することがわかった。
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［考察］
　結果よりZIP 7 -KDはin vitro，in vivoの双方にお
いて大腸がん細胞の増殖を抑制することが分かっ
た。このことから，ZIP 7 は大腸がん細胞の増殖に
必須であり，これにより腫瘍形成に関わることが示
唆される。小腸上皮細胞ではZIP 7 の欠損により小
胞体ストレスが惹起されアポトーシスによる細胞死
がおこることが報告されていることから，大腸がん
細 胞 においてもZIP 7 のノックダウンによりアポ
トーシス性の細胞死や小胞体ストレスが亢進してい
る可能性が考えられる。本検討により，ZIP 7 は通
常の腸上皮恒常性のみならず，大腸がん病態におい
ても病理的役割を果たしていることが示唆する知見
を得た。ZIP 7 の大腸がん治療の新しい治療標的と
しての可能性が示唆される。
［成果公表］
論文発表
1 ． Ohashi W., Yamamine N., Imura J., Hattori Y. 
SKL2001 suppresses colon cancer spheroid 
growth through regulation of the E-cadhelin/
b-catenin complex. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 2017 493（3）, 1342-1348
学会発表
1 ． 山峯直樹，大橋若奈，織田哲郎，洞口龍介，服
部裕一．亜鉛トランスポーター ZIP 7 の大腸が
んにおける機能解．2017年度　生命科学系学会
合同年次大会，第40回日本分子生物学会，第90
回日本生化学大会　2017年12月．
2 ． 山峯直樹，大橋若奈，織田哲郎，洞口龍介，服
部裕一　大腸がんにおける亜鉛トランスポー
ター ZIP 7 の役割．第68回日本薬理学会北部会　
2017年 9 月．
大腸癌の相互結合性と細胞極性を規定しているのは何か？
辻本　紗織　病理診断学講座（指導教員：井村　穣二教授）
［はじめに］
　大腸癌の腫瘍組織内では腫瘍細胞が胞巣から芽出
し た り，Epithelial mesenchymal transition: EMT
現象を起こす際，腫瘍細胞の結合性の喪失や細胞極
性の変化を来しており，それらの現象では様々な因
子が相互に作用しながら，各段階に働いているもの
と思われる。これら関与因子の中でも重要なものは
細胞間結合因子と考えられるが，その他にも多く存
在するものと思われる。
　今回，それらを明らかにする目的で，大腸癌細胞
株を用い，低接着性条件下で形成され，細胞極性を
伴って結合性を示すSpheroidと通常の単層培養で発
現する因子の相違に関して検討した。
［材料と方法］
1 ．材料
　ヒト 大 腸 癌 由 来 細 胞 株（HCT116，SW480，
DLD 1 ）を材料として用いた。
2 ．細胞培養
　通常の単層培養と共にEZSPHERE（IWAKI）を
用いたSpheroid形成培養を行った。培地はRPMI-
1640（Gibco）を用い，37℃，5 %CO2下で培養した。
3 ．セルブロック作成
　Spheroidを形成した細胞株は10%アルギン酸Na
と10% CaCl2添 加 によるゲル 固 化 により 回 収 し，
20%緩衝ホルマリン固定後にセルブロックパラフィ
ン包埋材料を作成した。
4 ．cDNAマイクロアレイ解析
　単層培養並びにSpheroidを形成した各細胞株より
PureLink RNA Mini Kit（ambion）を 用 い て
mRNAを抽出後，Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit （Roche）によりcDNAを 合 成 した。
その 後，Affynmetrix Microarray XTAにて，単 層
培養株とSpheroid形成株間での発現の差異を認めた
ものとEC-TAC softwareで解析し，単層培養で発
現が 3 倍以上に亢進している遺伝子を探った。
5 ．qRT-PCR
cDNAマイクロアレイ解析で単層培養株とSpheroid
細 胞 株 と に 発 現 の 差 異 を 認 め た，MMP14，
T F P 1 a，T F P 1 b，A N G P T L 4 ，L A T S 2 ，
SCN 8 A，PER 1 の各遺伝子に関して増幅の有無を
定量的RT-PCR法で確認した。
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6 ．Western blotting
　単層培養株並びにSpheroid形成株より蛋白を抽出
し，SDS-PAGEによる泳動による分離とPVDF膜へ
のブロッティングを 行 い，MMP14並 びにANGPT
に対する特異抗体（何れもAbcam）との反応を行
い，可視化することで発現の有無を確認した。
［結果］
　腫瘍細胞の胞巣における結合性や極性の変化を探
るモデルとして 3 D培養条件を設定し，発現の変化
を示す遺伝子を探った。その結果，大腸癌細胞株で
は，細胞株間において単層培養下で細胞形態等に違
いがあるように， 3 D培養でのSpheroidの形態に違
いを認めた。特に，DLD 1 は密な結合を伴った球
状のSpheroidを形成するの対し，SW480では結合
性が緩く､ 一部で極性を伴って腺腔様配列を示す部
分も認められた。一方，単層と 3 D培養では形態変
化を反映して多くの遺伝子発現の差異を認めた。そ
の中でも，用いた 3 株で共通して単層並びに 3 D培
養で発現が 2 ～16倍に単層で亢進している遺伝子と
し てMMP14，TFP 1 a，TFP 1 b，ANGPTL 4 ，
LATS 2 ，SCN 8 A，PER 1 が同定された。さらに，
これらの遺伝子の中で，MMP14とANGPTL 4 に対
する特異抗体を用いたWestern blotting法で，遺伝
子産物での蛋白レベルでも単層培養において増加し
ていることを再確認した。
［考察］
　今回，通常の単層培養と 3 D培養によるSpheroid
形成細胞株間で発現の差異を認めた遺伝子が複数同
定できた。その中でも，MMP14は複数のIsoformが
同 定 されているマトリックスメタロプロテアーゼ
（matrix metalloproteinase; MMP）の一つである。
MMPは，創傷治癒や炎症をはじめとして，腫瘍の
発生と維持には深く関与しており，腫瘍組織の微小
環境における血管新生や原発巣からの周囲組織への
浸潤さらには遠隔転移などの様々な機構に関与する
タンパク質分解酵素である．MMPはこれまでに25
種類が同定され，ドメイン構造や産生後の推移によ
り，18種類の分泌型と 7 種類の膜型の二つに分類さ
れている．これらMMPの中で腫瘍の進展や血管新
生に関与している分子としては，分泌型と膜結合型
のMMPに分けられている。MMP-14は後者に属し，
腫瘍の関連性では､ 骨肉腫，子宮頚癌をはじめとし
て多くの腫瘍の浸潤などに関連性があることが報告
されているが，大腸癌では，前癌病変での発現を報
告しているものが存在するが，進行がんに関する検
討が今までにない。今回用いた細胞株は何れも進行
大腸癌より樹立されたものであり，今後，大腸癌に
おけるMMP-14の意義に関する研究の必要性がある
と思われる。
　一 方，Angiopoietin-like protein 4（ANGPTL 4 ）
はAngiopoietinの構造類似蛋白で，脂質代謝や血管
新生因子としての働きが指摘されているが，レセプ
ターは見つかっておらず，その機能にも不明な点が
多い。ANGPTL 4 は低酸素で誘導される分子であ
り，腫瘍の微小環境との類似性を考慮すると，悪性
腫瘍においてもなんらかの機能を果たしていること
が予想され，既に前立腺癌，肝臓癌，乳癌等での報
告もある。最近，癌の遠隔転移における癌細胞の血
管内皮細胞通過の過程にANGPTL 4 が関与してい
る可能性が報告された。脈管侵襲およびそれに続く
遠隔転移，再発は多くの悪性腫瘍で生ずる現象であ
り，予後不良の大きな原因となっている。今回の研
究で，Spheroidを形成する相互結合した細胞より､
単層培養下の細胞など単離性に存在する細胞の多く
でANGPTL 4 の発現が亢進しているのは，EMTの
現象を説明する一因子である可能性が示唆された。
［まとめ］
　本実験モデルは腫瘍細胞の結合性の消退や極性の
制御などを規定する因子の探索にも応用可能なもの
と考える。また，本研究の結果，これら現象に関わ
る遺伝子の一部を捕捉することが出来た。
［成果公表］
1 ． 辻本沙織，森本翔大，古田理佐子，米田千里，
下村明子，西田健志，常山幸一，平　修，一柳
優子，井村穣二．腫瘍細胞における脂質代謝異
常に関する検討　第104回日本病理学会総会．
2015.4.30-5.2，名古屋.
2 ． 辻本紗織，植田寛生，下村明子，古田理佐子，
高木康司，南坂　尚，中嶋隆彦，三輪重治，林　
伸一．大腸癌の相互結合性と細胞極性を規定し
ているのは何か?　第105回日本病理学会総会．
2016.5.12-5.14，仙台.
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敗血症病態における肺微小血管透過性亢進に対するVEGFの寄与
斉藤　優奈　分子医科薬理学講座（指導教員：服部　裕一教授）
［はじめに］
　敗血症は種々の抗菌薬治療が確立した現在におい
ても未だにICUで25%もの高い死亡率を有してお
り，その中でも敗血症性ショックを伴うものは予後
が悪く，院内死亡率は非常に高いものである。2016
年に，敗血症とは「感染症を伴う生命を脅かす臓器
障害」であるとガイドラインが新しく定義しなおさ
れ，炎症を重視していた従来の定義である「感染を
基盤とした全身性炎症反応症候群（SIRS）」よりも，
臓器障害を重視したより重症な集団にフォーカスを
絞ったものとなった。このように敗血症は未だに決
定的治療法が模索されており，敗血症病態を惹起す
るメカニズムの解明は世界的に喫緊の課題となって
いる。敗血症による全身性炎症の亢進は炎症性サイ
トカイン，好中球，マクロファージが主に関与して
いると考えられている。敗血症状態では，好中球は
炎症性サイトカインに誘導されて肺を始めとした各
種臓器の毛細血管に集積，好中球は活性化され，エ
ラスターゼや 活 性 酸 素 種，血 小 板 活 性 化 因 子
（platelet - activating factor: PAF）などを放出する。
その結果，肺では血管透過性が亢進し肺水腫が起こ
り，ガス交換効率が低下する。これが敗血症性急性
呼 吸 窮 迫 症 候 群（acute respiratory distress 
syndrome; ARDS）の主な病態である。肺は循環血
液量に等しい血液量が通過するため，広範な血管床
を有し，敗血症時の炎症性サイトカインの影響を受
けやすく，さらに好中球も集積しやすい。そのため
肺傷害は敗血症誘発性臓器障害の中でも早期から起
こるため，敗血症の予後に非常に重要であると考え
られる。私は，血管透過性の亢進因子として病態生
理学的役割を果たしていると言われる血管内皮増殖
因 子（vascular endothelial growth factor：
VEGF）の敗血症時の関与に注目した。VEGFは内
皮細胞の増殖を始めとした血管新生過程の促進作用
やリンパ管形成作用を有するが，内皮の細胞間結合
を解離させることによって血管に透過性をもたせ，
浮腫を引き起こす作用も有している。VEGFに関す
る研究は悪性腫瘍や関節リウマチ，加齢黄斑変性な
どの分野で活発だが，敗血症モデルに関する報告は
現在のところ数少ない。今回私は，VEGFの血管透
過性亢進作用が敗血症におけるARDSの病態にも関
与しているのではないかと仮説を立て実験した。
［材料および方法］
I．不死化ヒト肺微小血管内皮細胞HPMEC-ST1.6R
を 用 いてリポ 多 糖（lipopolysaccharide：LPS） 1
μg/mLとinterferonγ（IFNγ）10 ng/mLの 共 刺 激
をおこない，VEGFおよびその 受 容 体 であるFlt 1
（VEGF-R 1 ），KDR（VEGF-R 2 ）の遺伝子発現
の経時変化をreal time PCRを用いて測定した。
Ⅱ．敗血症モデルである盲腸結紮穿刺（CLP）を施
した後18時間後にマウスの血液をサンプリングし，
血中VEGF濃度をELISA法を用いて測定，開腹した
のみであるsham群と比較した。
Ⅲ．敗血症性ARDSモデルマウスとして，LPS 60μg
をマウスに経鼻投与し24時間後に気管支肺胞洗浄液
（bronchoalveolar lavage fluid: BALF）を 回 収 し
たマウス，および敗血症性ARDSモデルマウスに抗
VEGF抗体であるベバシズマブをLPS投与 1 時間前
に静注したマウスのBALFを採取し，血管透過性の
指標として用いられているIgM濃度をELISA法を用
いて測定した。
［結果］
Ⅰ．qPCRでVEGF，Flt 1 ，KDRの発現変化を 1 ，
3 ， 6 ，12，24時間ごとに測定したところ，VEGF
は刺激後 6 時間で有意に増加した。なおVEGFレセ
プターのFlt 1 ，KDRは有意な変化を認めなかった。
Ⅱ．CLP処 置18時 間 後 の 敗 血 症 モデルマウスは
shamモデルと比較して有意に血中VEGF濃度が増
加していることを確認した。
Ⅲ．敗血症性ARDSモデルマウスのBALF中のIgM
を測定したところ，shamモデルと比較し有意な上
昇を認めた。加えて抗VEGF抗体を投与したマウス
ではLPSによるIgMの増加を有意に低下させた。
［考察］
　In vitro，in vivoの 結 果 から， 敗 血 症 病 態 で
VEGFがアップレギュレーションしている可能性が
示唆された。また敗血症を基盤とした血管透過性亢
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進によって惹起される肺水腫を抗VEGF抗体によっ
て抑制できた。現在抗VEGF抗体は臨床医療では悪
性腫瘍に対する分子標的薬や加齢黄斑変性に対する
治療として主に用いられているが，今後敗血症によ
るARDSの治療に対しても応用できる可能性が示唆
された。
［成果公表］
斉藤優奈，冨田賢吾，Samar Imbaby，山﨑弘美，
渡邊泰秀，服部裕一：敗血症病態における肺微小血
管透過性亢進に対するVEGFの寄与．第28回日本循
環薬理学会　東京　2018年12月
膵臓癌におけるLaminin- 5γ2 chainの発現は
腫瘍細胞の浸潤性を制御している。
古田　理佐子　病理診断学講座（指導教員：井村　穣二教授）
［はじめに］
　腫瘍細胞は浸潤に伴って既存の上皮基底膜を構成
する分子を破壊して浸潤するだけでなく，腫瘍細胞
が増殖の足場として自ら産生している可能性も考え
られる。これら基底膜構成分子には多くのものが存
在するが，その中でもLaminin- 5 : Lam 5 は重要な
一つで， 3 種類のサブユニットから構成され，特に
γ 2 鎖: Lam 5 -γ 2 は種々の悪性腫瘍で発現してお
り，浸潤との相関性が指摘されている。
　一方，予後不良な悪性腫瘍として知られている膵
癌は，間質の線維化を伴いながら容易に浸潤し易い
腫瘍であり，その生物学的特性が予後不良を規定し
ている一要因ともなっている。膵癌では，浸潤して
いる際に様々な因子が間質の線維化やマトリクス構
成物質を誘導していくものと考えられている。この
中でLam 5 -γ 2 は本来基底膜構成分子であるが，膵
癌でも腫瘍細胞や腫瘍間質でLam 5 -γ 2 が発現して
いる可能性もあり，浸潤との相関性が考えられる。
さらに，Lam 5 -γ 2 の発現誘導に関わる因子として
は，種々の悪性腫瘍でSmad 4 やβ-cateninの関与が
報告されている。
　今回，膵癌細胞におけるLam 5 -γ 2 発現の有無と
浸潤能の関係について観察し，Lam 5 -γ 2 の発現お
よび細胞外への分泌にはどのような因子が関わって
いるか検討した。
［材料と方法］
1 ．材料
　 ヒ ト 由 来 膵 癌 細 胞 株（KP 1 N，KP 1 NL，
KP 3 ，TCC-Pan 2 ，BxPC 3 ，KP 2 ，AsPC- 2 ，
MIA Paca- 2 ，Panc-1, Suit 2 ）計10株と浸潤性膵
管癌にて手術摘出された経30例から得られた膵癌組
織パラフィン包埋切片を材料とした。
2 ．qRT-PCR
　細胞株よりPureLink RNA Mini Kit （ambion）を
用 い，Total RNAを 抽 出，Transcriptor First 
Strand cDNA Synthesis Kit （Roche）　に よ り
cDNAを合成した。得られたcDNAに対しLam 5 の
α鎖（a 2 ，a 3 ）およびγ鎖（c 1 ，c 2 ）のそれぞれ
に領域に関して定量的PCRを行い，相対発現量を求
めた。
3 ．Western blotting
　細胞株よりcOmplete Lysis-M （Roche）を用い蛋
白 を 抽 出，SDS-PAGEによる 泳 動 による 分 離 と
PVDF膜へのブロッティングを行い，Lam 5 -γ 2 に
対する特異抗体（MILIPORE）との反応を行い，
可視化することで発現の有無を確認した。
4 ．Gelatin-zymography
　 細 胞 株 よ り 得 ら れ た 抽 出 蛋 白 をGelatin-
zymography kit（コスモバイオ）を用い，Pro MMP-
9 ，Pro MMP- 2 およびMMP 2 の活性の有無を検
討した。
5 ．免疫沈降
　Lam- 5 γ 2 に 結 合 したEpidermal growth factor: 
EGFの 有 無 を 確 認 す る た め に，DyanabeadsTM 
Protein A （VERITAS）を結合した抗Lam- 5 γ 2 抗
体と培養上清を一定時間混合，磁石により結合蛋白
を沈降後，抗EGF抗体を用いたWestern blotting法
にて，Lam- 5 γ 2 結合EGFの存在を確認した。
6 ．siRNAによる発現抑制
　 L a m - 5 γ 2 　 s i R N A を T r a n s f e c t i o n : 
Lipofectamine®（Thermo Fisher Scientific）と 用
い，細胞株に導入し，挙動を観察した。
7 ．浸潤能測定
　BD MatrigelTM Basement Membrane Matrixを塗
布 したチャンバーを 用 い， 各 細 胞 の 浸 潤 能 を
xCELLigence RTCAにて経時的変化を測定した。
8 ．免疫組織化学
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　 切 除 材 料 パ ラ フ ィ ン 切 片 に 対 しVentana 
BenchMark GX （Roche Diagnostics）を 用 い，
Lam- 5 γ 2 の組織内の局在を免疫組織化学的に観察
した。
［結果］
　膵癌細胞の多くでLam- 5 α鎖（a 2 ，a 3 ）および
γ鎖（c 1 ，c 2 ）サブユニットのmRNAの発現を確
認 した。Lam 5 の 各 サブユニットmRNAの 中 でも
Lam- 5 γ 2 蛋 白 をコードするLam c 2 はmRNAおよ
び蛋白発現とも相関し，KP 2 ，KP 3 をはじめとし
てBxPC 3 やSuit 2 などで両者が高発現していた。
これらの細胞ではLam 5 -γ 2 鎖の150kD成分を優位
とするものの，分断化した105kD成分も確認され，
特に各細胞の培養上清中では，150kD成分は僅かで
ある一方，105kD成分が優位に認められた。また，
EGFに 結 合 したLam 5 -γ 2 を 確 認 するために，抗
EGF抗体を用いた免疫沈降を行ったところ，僅か
ではあるが分断化された105kDのLam 5 -γ 2 が認め
られた。さらに，Lam 5 -γ 2 が高発現しているKP 2
をはじめとして，BxPC 3 やKP 3 では 低 いながら
β-Cateninの発現を認める一方，Lam 5 -γ 2 の発現の
みられないMIA PaCa- 2 では発現を認めなかった。
反対に，Smad 4 はMIA PaCA- 2 で高発現していた。
　免疫組織学的には，Lam 5 -γ 2 の低発現株である
AsPC- 2 では，僅かな細胞にその局在を認めたが，
高発現しているBxPC 3 等では多くの細胞で細胞質
内発現を観察した。また，手術材料では，腫瘍腺管
の周囲に基底膜様を示唆する線状発現を認める一
方，腫瘍先進部や蔟出する腫瘍細胞をはじめとし
て，腺管を形成する細胞や孤在性に浸潤する細胞な
どにLam- 5 γ 2 の細胞質内発現を認めた。一方，腫
瘍組織を構成する間質でも，線維成分に一致した発
現を認めた。
　Gelatin-zymographyを 用 いたMMP活 性 では，
Pro MMP- 9 および- 2 活性を多くの細胞で認めた
が，Lam 5 -γ 2 発現とに相関を認めなかった。
　浸潤能との相関については，BxPC 3 やKP 3 が高
浸潤性を示す一方，MIA PaCa- 2 は殆ど浸潤性を示
さ な か っ た。 高 浸 潤 性 を 示 し たBxPC 3 に，
Lam 5 -γ 2 鎖に対するsiRNAを導入すると，浸潤性
が著しく減少した。
　Lam 5 -γ 2 の 発 現 および 分 泌 調 整 にSmad 4 と
β-cateninが関与していた。
［考察］
　腫瘍細胞の生物学的特性を規定する因子は数多く
存在するものと考えられる。浸潤現象には腫瘍細胞
自らの産生する因子と環境とが相互関係している。
その中でも基底膜構成成分ではあるLamininは数多
くの腫瘍において重要な役割を演じていることが報
告されている。今回，膵癌における易浸潤性の一部
を解明するために，膵癌におけるLam- 5 に関して
検討した。
　Lam- 5 はα，βおよびγ鎖の三つのサブユニットに
よって構成され，三量体を形成し，それぞれが単鎖
化されることで，生物学的活性を制御している。今
回の研究では多くの膵癌細胞株でαおよびγ鎖の
mRNAの発現を確認した。特にLam 5 -γ 2 に関して
は，mRNAと蛋白発現とに強い相関を認めた。さ
らにこれらのLam 5 -γ 2 は単鎖化されたものからさ
らに分断化されていくことが確認された。これら
Lam 5 -γ 2 は細胞外に分泌され以後に105kDに分断
化され，EGFと結合することで，細胞内へのシグ
ナル伝達に関与すると考えられる。
　膵癌では他の腫瘍に比してSmad 4 の異常が多く
報告されている。今回の研究で，Smad 4 の発現の
有無とLam 5 -γ 2 発現とに逆相関を認めた。KP 2
やBxPC 3 などSmad 4 欠失細胞でのLam 5 -γ 2 の合
成と分泌様式は，分泌されたγ鎖はMMPsに切断さ
れDomain Ⅲを放出，EGF受容体と結合することで
増殖シグナルを増強させ，Epithelial mesenchymal 
transition: EMT現象へと向かうと思われる。また，
細胞質内に単離したβ-cateninもまた，核内移行する
ことでLam 5 -γ 2 の発現を誘導するものと考えられ
る。一方，MIA PaCa- 2 などSmad 4 発現細胞では，
Laminin三量体の形成に関して，TGF-βやTNF-αの
受容体結合によりシグナルは細胞質内Smadがリン
酸化を即すことで，Smad 4 と複合体を形成し核内
移行し，Lamininのα，βおよびγ鎖の合成を促進，
Laminin三量体の形成を促すように働き，基底膜構
成分子の基となると思われる。
　これらの膵癌細胞内での発現と活性が制御された
Lam 5 -γ 2 は直接的に膵癌細胞の浸潤現象と関わっ
ていることが明らかとなった。即ち，高浸潤性の
BxPC 3 やKP 3 ではLam 5 -γ 2 の高発現を，殆ど浸
潤しないMIA PaCa- 2 では低発現を示した。さら
に，Lam 5 -γ 2 に対するsiRNAの導入では高浸潤性
を示す細胞株の浸潤性の低下を示した。さらに，腫
瘍組織でも，浸潤先進部や蔟出部分などより浸潤性
が増していると思われる部位でLam 5 -γ 2 の細胞質
内発現を示していることを説明しているものと思わ
れる。一方，腫瘍間質におけるLam 5 -γ 2 の発現は，
Smad 4 の 欠 失 しているような 細 胞 では，むしろ
Lam 5 -γ 2 の合成を促すだけでなく，Laminin三量
体の形成を促進し，腫瘍細胞周囲の間質を形成する
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のに働くものと推察される。
［まとめ］
　Lam 5 -γ 2 は基底膜構成分子の一つである一方，
浸潤に伴い腫瘍細胞自らが産生し，浸潤能に関わる
因子である可能性が示唆された。また，Lam 5 -γ 2
の発現と分泌にはSmad 4 とβ-cateninの関与が考え
られ，分泌されたγ鎖の一部はEGF様の作用を有し，
自らの増殖と運動性の亢進に寄与している可能性が
示唆された。
［成果公表］
1 ． 古田理佐子，米田千里，辻本紗織，高木康司，
下村明子，中嶋隆彦，三輪重治，林伸一，常山
幸一，井村穣二　腫瘍組織ではどのような基底
膜構成分子が変化しているか?　第104回日本病
理学会総会．2015.4.30-5.2，名古屋.
2 ． 古田理佐子，米田千里，下村明子，辻本紗織，
畠野真帆，南坂　尚，中嶋隆彦，三輪重治，林
伸 一，井 村 穣 二　膵 臓 癌 ではLaminin 5 γ 2  
chainが浸潤を制御しているか?　第105回日本
病理学会総会．2016.5.12-5.14，仙台.
膵癌では様々経路を経て糖代謝が亢進することで
腫瘍細胞の特性を制御している
米田　千里　病理診断学講座（指導教員：井村　穣二教授）
［はじめに］
　膵癌は予後が極めて不良な腫瘍の一つで，その要
因は数々挙げられる。その中でも､ 膵癌の腫瘍細胞
は盛んな増殖を来すだけでなく､ 浸潤や転移が高頻
度である生物が的特性を有している。また，臨床面
では，症状に乏しく，発症した時点で進行がんであ
ることが多く，早期発見が困難な腫瘍であることな
どが一因となっている。この様に膵癌の特性を知る
ことにより，腫瘍の進展をある程度制御する方策に
も繋がるものと思われる。
　腫瘍細胞の多くは　活発なエネルギー代謝を反映
してGlucose：Gluを主体とする糖代謝機能も亢進し
ている。細胞外のGluは主にナトリウム-グルコース
共輸送体タンパクによる能動輸送と受動輸送により
細胞内に取り込まれる。後者においては細胞膜上に
存在するGlucose transporter: GLUTにより細胞内
に取り込まれるわけだが､ 現在までにGLUTは十数
種類のアイソフォームが見つかっている。それらは
二分類されClass IとIIからなり，IにはGLUT 1 ～ 4
の四種類，IIにはGLUT 5 ～12の 7 種類に分類され
ている。GLUT 1 は殆どの細胞に存在し，主にGlu
の輸送に関わっている。さらに細胞内に取り込まれ
たGluはすぐにヘキソキナーゼ:HKによりリン 酸 化
され，一方でクエン酸回路からエネルギー供給源と
なる。他 方 では，グルコース- 6 -リン 酸 脱 水 素 酵
素：G- 6 -PDによりペントース経路を経て核酸合成
へと進む。しかし，リン酸化されたGluを脱リン酸
化するグルコース- 6 -脱リン酸酵素：G- 6 -Paseは肝
細胞など一部の細胞にのみ存在するとされる。多く
の腫瘍性細胞では正常細胞同様に糖代謝が亢進して
いるが，一方で腫瘍細胞では“Warburg効果”に
代表されるように効率の悪い嫌気的解糖系を介して
ATPを産生していることは古くから知られている。
この様に，糖代謝の亢進は様々な腫瘍細胞の特性を
表すための必要手段と思われ，これらの状態を反映
して､ 臨床応用されたものが，腫瘍の早期発見手段
として画像診断でのFDG-PETであり，日常的に汎
用されている。
　この様に，腫瘍細胞の特性を規定する機構とし
て，糖代謝がどの様に変化しているか，取り込まれ
るGluがどの様な経路に介してどの様に利用されて
いるか，その動態について検討を行った。
［材料と方法］
1 ．材料
　 ヒ ト 由 来 膵 癌 細 胞 株（KP 1 N，KP 1 NL，
KP 3 ，TCC-Pan 2 ，BxPC 3 ，KP 2 ，AsPC- 1 ，
MIA Paca，Panc- 1 ，Suit 2 ）計11株 と 浸 潤 性 膵
管癌にて手術摘出された計30例から得られた膵癌組
織パラフィン包埋切片を材料とした。
2 ．抗体
　使用した抗体は抗Glucose Transporter GLUT 1  
抗 体：GLUT 1 ，抗Hexokinase II 抗 体：HK 2 ，
抗Glucose- 6 -phosphatase, catalytic抗 体：G 6 Pase
および 抗Glucose- 6 -phosphodehydrogenase抗 体：
G 6 PDの 4 種類である。
3 ．qRT-PCR
　細胞株よりPureLink RNA Mini Kit （ambion）を
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用 い，Total RNAを 抽 出，Transcriptor First 
Strand cDNA Synthesis Kit （Roche）によりcDNA
を 合 成 した。 得 られたcDNAに 対 しGLUT 1 ，
HK 2 ，G 6 PDおよびG 6 Paseのそれぞれに 領 域 に
関して定量的PCRを行い，相対発現量を求めた。
4 ．Western blotting
　細胞株よりcOmplete Lysis-M （Roche）を用い蛋
白 を 抽 出，SDS-PAGEによる 泳 動 による 分 離 と
PVDF膜 へのブロッティングを 行 い，GLUT 1 ，
HK 2 ，G- 6 -Pase，G- 6 -PDに 対 す る 特 異 抗 体
（Abcam）との反応を行い，可視化することで発
現の有無を確認した。
5 ．免疫組織化学
　 切 除 材 料 パ ラ フ ィ ン 切 片 に 対 しVentana 
BenchMark GX （Roche Diagnostics）を 用 い，上
記抗体を用い，組織内の局在を免疫組織化学的に観
察した。
［結果］
　各細胞株におけるGLUT 1 ，HK 2 ，G 6 PDおよ
びG 6 PaseのmRNA発現は各々異なり，GLUT 1 が
最も多いものはKP 2 でその次にAsPC- 1 ，BxPC 3
やSuit 2 が 比 較 的 高 かった。 一 方，KP 1 NLと
KP 1 Nは他の細胞株に比して，発現量が低かった。
HK 2 が 最 も 高 いものはMIA PaCa- 2 で，AsPC-
1 ，BxPC 3 をはじめ，Panc- 1 が高く，KP 1 NLと
KP 1 Nで低いなど，GLUT 1 の発現の挙動と類似し
ていた。P 6 PDの発現は何れの細胞とも高発現して
おり､ 各 細 胞 間 で 差 異 は 認 められなかった。
G 6 Paseは肝細胞で高発現を確認したが､ 各細胞で
の発現は極めて少なかった。各細胞での平均発現量
は，G 6 Paseが 最 も 高 く，次 にGLUT 1 ，HK 2 と
順に発現量が低く，G 6 Paseは膵癌細胞での発現は
極めて少なかった。
　蛋白発現では，GLUT 1 は何れの細胞とも高発現
していたが，Panc- 1 が最も高く，mRNAの結果に
比して，KP 1 NLやKP 1 Nでも高い発現を示した。
HK 2 はPanc- 1 やKP 3 ，KP 2 ，MIA PaCa- 2 で 高
い発現を示していた。G 6 PDは各細胞間で若干の
差 異 があるが，何 れも 高 い 発 現 を 示 していた。
G 6 Paseは何れの細胞でも微量の発現を示す一方，
BxPC 3 のみ唯一，他の細胞株に比して高発現を認
めた。
　免疫組織学的には，GLUTは細胞膜を主体に､ 細
胞質内にも発現の局在を認めた。HKとG 6 PDは同
様の発現のパターンを示し，細胞質内にびまん性に
陽性像を確認した。G 6 Paseは他者とはその局在は
異なり，Golgi野に顆粒状に陽性像を認めたり，刷
子縁に沿った線状発現を認めた。
［考察］
　膵癌細胞株ではGluの細胞内への取り込みとして
のGLUT 1 ，Gluをリン酸化することへの解糖系へ
向かうHK 2 ，さらに核酸合成に向かうG 6 PDなど
それぞれの反応の亢進を反映して，各々の高発現を
認めた。これらの発現の亢進はmRNAおよび蛋白
レベルでも確認できた。さらに，一方，解糖系への
負の影響をもたらすリン酸化Gluの脱リン酸化作用
を示すG 6 Paseの発現は何れの膵癌細胞株でも極め
て少なかった。このことは，正常細胞でも，細胞内
に取り込まれたGluは拡散を防ぐためにHK 2 によ
りリン酸化を受け，その後，解糖系からATP経路
経て生み出されるエネルギー源として，他方，ペン
トース回路を経て核酸合成を促す経路にも働いてい
ることと同様である。また，リン酸化Gluは容易に
細胞膜を通過できないため，G 6 Paseにより脱リン
酸化を受け，GLUTよりGluが細胞外へと排出され
ている。この酵素反応を有する細胞は肝細胞と腎尿
細管のみで，Gluの恒常性維持に働くためとされて
いる。各臓器における腫瘍でのGLUTの発現亢進は
数多くの研究報告もあり，腫瘍細胞における盛んな
糖代謝を反映している結果でもある。膵癌において
も同様であり，糖代謝の亢進にはGluの取り込みだ
けでなく，その後の細胞内におけるリン酸化，脱水
素反応を促す様々な酵素が働いていることを示して
いると思われる。　
　GLUT 1 ，HK 2 およびG 6 PDの各々の発現亢進
はmRNAおよび蛋白レベルでは発現量に各細胞間
で差異を認めた。これらの違いが各細胞株に備わる
生物学的特性を反映している可能性が考えられる
が，それらが腫瘍細胞の持つ特性の中で，例えば増
殖活性なのか，浸潤・転移能と関連するのか今後の
課題といえる。
　一 方，GLUT 1 ，HK 2 およびG 6 PDの 3 者 間 に
おける発現量の比較では，G 6 PDが最も高く，順
にGLUT 1 ，HK 2 であった。前者と後二者とには
有意な差は認めたが，後二者間では有意差は認めな
かった。このG 6 PDとGLUT・HK 2 との発現量の
差はGluの取り込み能やリン酸化能よりは，腫瘍細
胞の有する細胞特性の中で，高い増殖活性に影響す
る，より高い核酸合成能を反映しているものと推察
される。
　細胞株での発現の増減を反映して，腫瘍組織でも
GLUT 1 ，HK 2 およびG 6 PDが高発現している，
一方，G 6 PCは僅かであった。また，各々の細胞内
局在も異なっていた。GLUT 1 はトランスポーター
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の役割を担うために主に細胞膜を主体に､ 一部で細
胞質に陽性像を認めた。さらに，HK 2 とG 6 PDは
それぞれ酵素反応の主座であることを反映して，細
胞質にびまん性に陽性像を示した。但し､ 腫瘍組織
内における部位差，例えば，腫瘍先進部や蔟出部な
どで陽性の強弱に差異に関してはみられなかった。
このことは腫瘍組織における糖代謝の亢進は一様か
つ恒常的に行われている結果かも知れない。一方，
細胞株で低発現であったG 6 Paseは腫瘍組織でも陽
性部位はごく僅かであり，他の因子と比較すると細
胞内の局在も異なりゴルジ野と刷子縁に一致する部
位に認められた。この局在を違いと生物学的意義に
関しては不明ながら，脱リン酸化の細胞内の部位が
この二者に局在しているのかもしれない。
［まとめ］
　膵癌をはじめとして多くの腫瘍細胞では，解糖系
亢進を反映して律速因子であるGLUT 1 とHK 2 の
発 現 が 増 強 しており，一 方 で 逆 の 作 用 である
G 6 Paseの低発現により，一旦取り込んだGluを有
効にエネルギー産生経路に向かう様に働くだけでな
く，他方では腫瘍細胞の盛んなDNA合成を反映し
て，核酸合成経路に向かう様に働くG 6 PD発現亢
進も生じているものと思われる。
　以上のごとく，腫瘍細胞では複雑な糖代謝の異常
を来しており，その他の因子の関与も示唆される。
今後は，下流の各因子の相互作用に関しても検討す
る必要があるかと思われる。
［成果公表］
1 ． 米田千里，古田理佐子，辻本紗織，高木康司，
下村明子，中嶋隆彦，三輪重治，林　伸一，常
山幸一，井村穣二．腫瘍細胞における糖代謝機
構の異常に関して．第104回日本病理学会総会．
2015.4.30-5.2，名古屋.
2 ． 米田千里，古田理佐子，辻本紗織，下村明子，
畠野真帆，南坂　尚，中嶋隆彦，三輪重治，林
伸一，井村穣二　浸潤性胆道癌培養細胞の樹立
と浸潤能を制御する因子の捕捉．第105回日本
病理学会総会．2016.5.12-5.14，仙台．
マーカーレス 3次元モーションキャプチャーによる
サルの情動行動の定量的解析
福澤　匡純　システム情動科学講座（指導：西条　寿夫教授）
［はじめに］
　ヒトと同じ霊長類であるサルは，疾患の治療法開
発や高次の脳機能の研究に必須な動物モデルであ
る。統合失調症などのさまざまな精神疾患において
は情動性や社会性が障害されるが，言葉を有しない
サルの情動性や社会性を評価するのは容易ではな
く，これらの疾患をサルで研究するのは難しい。情
動性や社会的な意図は，表情や鳴き声に加え，体全
体の動作に強く反映される。これまで，サルの動作
の解析には運動機能研究などの分野において体の各
部に追跡用のマーカーをつけて動作の測定（モー
ションキャプチャー）を行う方法が用いられてき
た。しかしこの方法は，サルがマーカーを噛んだり
引っ掻いたりして，自然な行動が阻害されてしまう
という問題があり，特に情動行動の解析には適用が
困難であった。そこで本研究では 3 次元映像を取得
することでマーカーなしでモーションキャプチャー
が可能なシステム（マーカーレスモーションキャプ
チャーシステム）を新たに構築して，これによりサ
ルの情動性を客観的に評価できるか検証した。
［材料および方法］
Ⅰ．被検体
　大人のサル 5 頭（オス 4 頭，メス 1 頭）を使用し
た。本実験は，各種動物実験倫理指針（United 
States Public Health ServicePolicy on Humane 
Care and Use of LaboratoryAnimals，the National 
Institutes of Health Guide for the Care and Use of 
LaboratoryAnimals，および富山大学動物実験取扱
規則）に沿って，動物福祉に最大限に配慮して行わ
れた。本実験は富山大学動物実験委員会によって審
査・承 認 されている（承 認 番 号：A2013med-29お
よびA2016med- 8 ）。
Ⅱ．マーカーレスモーションキャプチャー
　四方の壁がメッシュになった観察ケージ内のサル
を 前 後 左 右 の 4 方 向 か ら 4 台 の 深 度 セ ン サ
（Kinect1, Microsoft社 製）で 撮 影 し，サルの 3 次
元ビデオ映像を取得した。得られた 3 次元映像に対
してサルの骨格モデルを半自動的にフィッティング
することで，各ビデオフレームにおけるサルの姿勢
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を推定した。
Ⅲ．行動課題
ａ．シャトリング課題
　サルの多様な姿勢・動作において，上記システム
の性能評価を行うため，以下のシャトリング課題を
サルに行わせた。観察ケージの向かい合う角の 2 か
所で交互に報酬（リンゴ）を与え，サルにケージ内
を繰り返し往復させた。単純な往復に加えて，ケー
ジ中央にプラスチック棒を挿入し障害物とすること
で，「歩 く」，「くぐる」，「ジャンプする」などの 多
様な動作を誘導した。
ｂ．ヘビ模型呈示課題
　サルの情動行動を定量的に解析できるか検証する
ため，サルの天敵であるヘビの模型を観察ケージ内
に入れてサルの行動を 5 分間記録した。コントロー
ル実験として，同等のサイズのゴムボールを同様に
提示する実験も行った。
ｃ．メタンフェタミン投与による自発行動の変化
　メタンフェタミン（MAP）投与はヒトで統合失
調症に類似した精神異常を引き起こすことが知られ
ている。そこでメタンフェタミン（0.5 mg/kg, i.m）
または生理食塩水（0.1 ml/kg, i.m）を投与し，投
与から 7 分後から観察ケージ内での行動を 5 分間記
録した。
［結果］
　実験では，まず開発システムの動作検証のため
に，シャトリング課題で障害物を避けながら移動し
ているサルを距離カメラで撮影し，システムによっ
て推定した姿勢と実験者が手動で推定した姿勢を比
較した。その結果，各体部位位置の平均推定誤差は
10 cm未満であり，本システムが任意の姿勢の推定
に有効であることが確認された。
　次に，ヘビの模型の呈示によるサルの行動変化を
本システムで解析した。その結果，ヘビの模型の呈
示中は，壁にしがみつく行動を示した時間がゴム
ボールの呈示中に比べて有意に長く（ヘビ：56±
6 %; ゴムボール：34 ± 5 %; p＜0.05），サルがヘビ
の模型を避けていることが統計的に有意に明らかに
できた。
　最後に，MAP投与によるサルの自発行動の変化
を本システムで解析した。その結果，MAPの投与
により頭部の動きが有意に増加し（MAP: 5.7±0.2 
m/min; saline: 4.6±0.4 m/min; p＜0.05），歩行速度
が 減 少 する 傾 向（MAP: 8.8 ±2.0 cm/sec; saline: 
17.1±2.8 cm/sec; p＜0.1）がみられた。これらの 結
果はMAP投与によってヒトが神経過敏になるとい
う報告と一致している。以上の結果から本システム
は，サルの情動関連動作を高い再現性で解析できる
ことが明らかになった。
［考察］
　本 研 究 では，サル 用 のマーカーレスモーション
キャプチャーシステムを開発し，情動行動の解析に
応用した。上記方法により計測した，客観的な神経
生理学的・行動学的パラメータを種々の精神疾患モ
デルにおけるバイオマーカーとして用いることの妥
当性が検証されれば，トランスレーショナル研究が
より進展することが期待される。
［成果公表］
福 澤 匡 純，中 村 友 也，松 本 惇 平，Bretas Vieira 
Rafael，高村雄策，堀　悦郎，小野武年，西条寿夫．
マーカーレス 3 次元モーションキャプチャーによる
サルの情動行動の定量的解析　第62回中部日本生理
学会，2015年11月13－14日，富山
幼若期ストレスは外側手綱核の構造と機能を改変する
黒嵜　恒平　解剖学・神経科学講座（指導：一條　裕之教授）
［はじめに］
　外 側 手 綱 核（Lateral habenula; LHb）は，基 底
核や辺縁系から負の情動や罰に関わる情報などの入
力を受け，背側縫線核や腹側被蓋野などのセロトニ
ン神経核やドパミン神経核へ出力し，出力先の活動
を抑制する神経核で，行動の選択や情動の発現に関
わる。病的な状態ではLHbは気分障害などの精神疾
患 に 関 与 すると 考 えられている。最 初 期 遺 伝 子
zif268/egr 1 -venusトランスジェニックマウスを 用
いた研究で，急性期ストレスに対するLHbの神経活
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動性は成体マウスよりも幼若マウスにおいて高いこ
とが示されているが，その成熟機構については不明
な点が多い。
　私は神経細胞活動性のマーカーとしてZIF268/
EGR 1 タンパクの陽性細胞数，抑制性神経細胞の
マーカーであるパルブアルブミン（Parvalbumin; 
PV）を発現する細胞数と，細胞外基質ペリニュー
ロナルネット（Perineuronal nets; PNN）の 拡 がり
によってLHbの成熟を検討した。さらに幼若期に慢
性のストレスを与え，成熟に及ぼす経験の効果を検
討した。
　幼若期から成体期にかけて，LHbのPV陽性細胞
数が増加し，PNN領域が拡大する成熟が認められ
た。幼若期のストレス経験負荷によって，成体の
PV陽性細胞が減少し，ストレスに依存して活動す
る神経細胞数が増加した。この結果はLHbの神経回
路が経験に依存して改変されることを示し，行動の
選択に影響を及ぼす可能性が示唆された。
［材料および方法］
Ⅰ．LHbの成熟
　C57BL/ 6 J マ ウ ス を 生 後（postnatal day; P）
10，13，20，35，60日の各日齢で灌流固定後，脳を
ゼラチン包埋し，ビブラトーム切片を作成した。
GABA作動性神経細胞に発現すると考えられるカル
シウム結合蛋白PVを免疫組織化学法を用いて染色
し，PNNの 構 成 タ ン パ ク 質 の ア グ リ カ ン
（Aggrecan）を免疫組織化学で染色し，陽性細胞
数をimageJ（https://imagej.nih.gov/ij/）を用いて
算 出 し た。PNN 構 成 糖 鎖 を 認 識 す るWFA
（Wisteria floribunda agglutinin; WFA）を用いた
レクチン組織化学で染色し，PNNの拡がり（面積）
をimageJを用いて測定した。
Ⅱ．経験に依存したLHbの改変
　幼若期のストレス経験負荷を，母子分離ストレス
（repeated maternal separation; RMS）をP10 から
P20の毎日に，各日 3 時間負荷し，成体（P60）を
灌流固定した。ZIF268/EGR 1 およびPV陽性細胞
数を算出し，PNNの面積を測定し，RMSを負荷し
なかった対照群と比較した。
　LHbの感受性（神経細胞活動性）を測定するため
にストレスを負荷し，ZIF268/EGR 1 陽性細胞数を
算出した。幼若マウスには 2 時間の母子分離ストレ
ス（maternal separation）を与えた後，直ちに灌流
固定し，ZIF268/EGR 1 を免疫組織化学法を用いて
染色し，陽性細胞数を算出した。成体マウスには拘
束ストレス（immobilization）を与えた後，直ちに
灌流固定し，同様にZIF268/EGR 1 陽性細胞数を算
出した。
［結果］
　LHbの正常の成熟過程においては，PV陽性細胞
はP10ではほとんど 見 られないが，P35にかけて 増
加 し，P35 でプラトーに 達 した。 アグリカンと
WFA染色によるPNNの拡がりはP10からP60まで増
加した。LHbにおけるストレス負荷に誘導される
ZIF268/EGR 1 陽性細胞数は，P 9 には観察されな
かったが，P20にかけて 増 加 し，その 後P60にかけ
て減少した。
　幼若期にストレス経験を負荷した群（RMS群）
では，PV陽性細胞数は対照群に比べて有意に少な
く， ストレス 負 荷 によって 誘 導 されるZIF268/
EGR 1 陽性細胞数は対照群に比べて有意に多かっ
た。しかしながら，PNNの 拡 がり（アグリカンと
WFA）はRMS群と対照群に有意な違いは見られな
かった。
［考察］
　本研究はLHbの正常成熟過程を初めて明らかにし
た。LHbにおけるPV陽性細胞は発達に依存して増
加し，それにつれてPNNの領域が拡大した。さら
に，PV陽性細胞が少なく，PNNが確立していない
幼 若 期 における 過 度 の 反 復 するストレス 負 荷
（RMS）によって，PV陽性細胞数が増加せず，ス
トレス刺激に対するLHbの神経細胞活動性が亢進す
ることが明らかになった。
　視覚系の神経回路においては，PV陽性細胞が限
られた時期の経験に応じて無秩序な発火を示す神経
細胞の刈り込みを促し臨界期を支配し，PNNがPV
陽性細胞の成熟を促し，神経突起への新たなシナプ
ス形成を阻害することで神経可塑性を調節している
こと示されており，PV陽性細胞とPNNが経験依存
的な回路形成の主役であることが知られている。
　本研究は幼若期の過剰なストレスによりLHbの
PV陽性細胞数が減少することを示し，LHbが経験
に応じて神経可塑性を示すことを示唆する。また，
P36からP45のマウスに慢性ストレスを与えても成
体LHbの構造と機能に変化は見られないことから，
経験依存的な可塑性が観察される時期は限られると
考えられる。経験が及ぼす効果の時期特異性を明ら
かにする事で，行動の選択や情動の発現に関わる臨
界期を調べる意義は大きい。今後P10より若い時期
の経験がLHbに与える影響を検討し，LHbの臨界期
を明らかにする予定である。
　幼若期のストレスによって，PV陽性細胞の正常
な成熟が妨げられ，ストレスに対する神経活動性が
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高いまま維持されたことから，LHbの神経可塑性に
はPV陽性細胞が関与していると考えられる。LHb
は活性化することで下流のモノアミン神経核を抑制
し行動を変化させる。そのため過剰な罰や虐待と
いった幼若期の過度なストレスは，LHbのストレス
に対する神経活動性を高いまま維持させ，ストレス
を受けた際に過剰にモノアミンの放出を抑制させ
て，成体での不安様行動や抑うつを惹起する原因と
なる可能性がある。RMSが成体マウスの行動に与
える影響の検討を行う予定である。
［成果公表］
Kurosaki K, Nakamura T, Kanemoto M, Ichijo H. 
Lateral habenular structure and function of adult 
under the influences of early-life stress. The 40th 
Annual Meeting of the Japan Neuroscience 
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